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有关。前期研究发现在 C2C12 细胞分化过程中内源的 Arx 有出核的现象。通过
异核体实验证明 Arx 是一个核质穿梭的蛋白质，然而在 C2C12 分化过程中 Arx
的表达量变化以及 Arx 的表达对于 C2C12 的影响还不清楚。 
本篇论文以小鼠成肌细胞系 C2C12 细胞为模型进行研究。从蛋白质水平和
RNA 水平上证明了内源 Arx 的表达量在 C2C12 细胞分化过程中没有变化。然而，
免疫荧光实验证明 C2C12 细胞分化过程中 Arx 能够从细胞核进入细胞质中，而
且过表达 Arx 能够抑制 C2C12 细胞的分化，将内源的 ARX 敲除之后能够促进
C2C12 细胞的分化。我们猜测 Arx 作为转录因子对下游靶基因调控进而影响细
胞分化。通过数据库筛选我们找到 SIX1 基因，有研究表明 SIX1 基因缺失的小
鼠其肌细胞分化停滞，Six1 在 C2C12 细胞分化过程中表达水平上调。我们在
C2C12 细胞中过表达 Six1 之后，发现细胞的分化水平升高；敲除了 SIX1 之后，
细胞的分化受到抑制。另外，我们发现 SIX1 基因的启动子区含有 Arx 的结合位
点 TAATTA，通过荧光素酶活性测定和 EMSA 实验，我们证实了 Arx 能够特异
结合 SIX1 的启动子区。通过 Western blot 和半定量 RT-PCR 实验证明，在 C2C12
细胞中过表达 Arx 之后，能够观察到 Six1 蛋白的表达水平降低，而在 C2C12 细
胞中敲除了 ARX 之后，Six1 的表达水平升高。本篇论文提出了在 C2C12 细胞分
化过程中，虽然 Arx 的表达量没有变化，但是 Arx 能够通过转录抑制 SIX1 在肌
细胞发生中发挥作用。 
 
























Homeoproteins are master transcription factors containing a length of 60 amino 
acids homeodomain. Arx(Aristaless-related homeobox) , belongs to a large family of 
the paired-like homeoproteins with crucial roles in development. It was found to 
express in pancreas, floor plate, forebrain, gonad, and skeletal muscle of mouse 
fetuses. Previous studies have shown that endogenous Arx exported from nuclear 
during C2C12 myoblast differentiation and verified that Arx was a shuttling protein in 
heterokaryon assay,but during myoblast differentiation the the levels of Arx and Arx 
expression on the effect of C2C12 are unclear. 
The paper used the well characterized mouse myoblast cell line C2C12 as a 
model for research.The levels of protein and the levels of RNA indicate that 
expression of Arx is not altered during C2C12 differentiation.However, its subcellular 
localization relocates from nucleus into cytoplasm through Immunofluorescene 
assay.Moreover, overexpression of Arx prevents C2C12 differentiation and level of 
MyHC expression is increased when knock-down Arx.We have a hypothesis that Arx 
acts as a transcriptional repressor upon its target genes.We screen for its downstream 
genes through a lot of database,then we find SIX1. Previous study have shown mice 
with null allele of SIX1 shown significant retardation of myoblast differentiation,Six1 
is expressed in myoblasts and its levels increase during C2C12 differentiation. we 
show that overexpression of Six1 promotes differentiation and knock-down of SIX1 
prevents C2C12 differentiation. Otherwise, SIX1 gene contain the Arx binding sites 
5’-TAATTA-3’ in its promoter region.SIX1 is discovered as a target of transcriptional 
repressor homeoprotein, Arx, by experiments such as Luciferase reporter assays and 
EMSA.Western blot quantitation and semi-quantitative RT-PCR of Six1 expression 
show that Six1 is down-regulated when overexpress Arx and Six1 is up-regulated 
when knock-down Arx. In conclusion, the present study systematically proposes 
during myoblast differentiation, although expression of Arx was not altered, Arx 
repress myoblast differentiation via inhibition of SIX1.  
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第一章  前言 
1.1 同源异型蛋白 
同源异型基因是由包含特定的 DNA 序列即同源异型框组成的一类基因[1, 2]。




有超过 200 个同源异型基因；在昆虫，线虫，文昌鱼基因组中，均含有大约 100
个同源异型基因。动物基因组的同源异型基因划分为 11 个组群，ANTP，PRD，
TALE，POU，CERS，PROS，ZF，LIM，HNF，CUT 和 SINE。其中 大的是
ANTP 组。ANTP 组中包含有名的 Hox 基因，以及在发育中起作用的






细胞特性，细胞增殖[12]。同源异型蛋白包含一个长为 60 个氨基酸的保守的 DNA
结合结构域即同源异型结构域，形成一个 N 端臂结构和 C 端 3 个 α螺旋[13, 14]。
第二个螺旋与第三个螺旋以及中间的连接序列构成了螺旋-转角-螺旋基序[15]。同
源异型结构域通过 N 端臂和第三个 α螺旋分别识别 DNA 的小沟和大沟进而识别
DNA 序列[2]。第三个 α螺旋作为与 DNA 结合 主要的螺旋，具有高度的保守性，
还有一些保守的氨基酸残基如 Arg52，Arg53[16, 17]。由于氨基酸序列和三维结构
的高度保守性，同源异型结构域识别的 DNA 序列具有高度的相似性，大部分识
别的 DNA 序列均含有 5′-TAAT-3’核心区[18, 19]。同源异型蛋白通过结合一些辅因
子包括其他同源异型蛋白来实现其功能的特异性[2, 20]。 















Arx 的表达与 C2C12 细胞分化的关系 
2 
 
研究表明，Exd 在细胞核中聚集时能够促进近端腿的发生，而 Exd 在细胞质中分





图 1. 同源异型结构域与 DNA 结合的图示 
Figure 1. Cartoon of the DNA binding architecture of homeodomains 
资料来源：Wenduo Ye et al., BBA-Molecular Cell Research, 2011 
 
1.2 Arx (Aristaless-Related homeobox) 蛋白 
1.2.1 Arx 蛋白的结构  
    ARX 基因主要定位在 Xp22，与 POLA 基因位置接近，是 X 染色体连锁的
基因，在脊椎动物中是保守的[27]。它长度约为 12.5kb，有 5 个编码的外显子。
ARX 的开放阅读框有 1686bp，并且有着很高的 GC 含量（72.5%），因此 PCR
扩增 ARX 的序列时很复杂。ARX (Aristaless-related homeobox gene) 在斑马鱼和
小鼠中首次分离鉴定出来，因为与果蝇的 aristaless 基因类似，所以被称为 ARX
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基酸 529-544；一个酸性结构域（acidic domain），位于氨基酸 223-254；还有 4
个多聚丙氨酸结构（polyA），分别位于氨基酸 100-114，氨基酸 147-154，氨基
酸 274-283 和氨基酸 434-442；研究表明第一个 poly 在 Arx 中能够扩增，导致细
胞死亡， 终导致一系列疾病的发生。信息学上预测 Arx 蛋白存在三个核定位信
号，分别定位在氨基酸 82-89，BC1（氨基酸 327-334），BC2（氨基酸 381-388），
BC1 和 BC2 分别位于同源异型结构域的两端[27, 33]。前期在实验室工作中我们发
现了 Arx 蛋白存在两个核定位信号并且证明了这两个核定位信号（nuclear 
location signals，NLSs），分别位于氨基酸 82-89 和氨基酸 327-388[33]。 
 
 
图 2. Arx 蛋白结构图 
Figure 2. Structure of Arx protein 
OD 表示位于 N 端的八肽结构域，(A)n 表示多聚丙氨酸结构，HD 表示同源异型结构域，AD 表示位于 C 端
的无刺芒结构， NLS1 和 NLS2 表示 2 个核定位信号。BC 表示碱性氨基酸簇。 
资料来源：Lin et al., J Biol Chem, 2009 
 
1.2.2 Arx 蛋白的功能 
小鼠脑部发育图谱研究鉴定 Arx 蛋白在发育为端脑的侧部和中间神经节，以
及后期在脑室区发育为大脑皮层的一些祖细胞和迁移中间神经元中表达。DLX1
和 DLX2 基因能够激活 DLX5，DLX6 基因和 Arx 转录因子[34-37]。DLX1 和 DLX2
基因与腹部端脑的分化和 GABA 能中间神经元的迁移有关。Arx 在腹部端脑形
态发生，GABA 能中间神经元的向外迁移和胆碱能神经元的早期发生中发挥着作
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基因突变能够导致一系列的神经系统疾病[30, 39]。2002 年在人类中发现 ARX 基因
突变导致相关疾病，随后发现了一系列不同类型的 ARX 基因突变。ARX 基因突
变引起的疾病主要为 X 染色体连锁西方综合症（X 染色体连锁婴儿肌痉挛综合
症），Partington 综合症，X 染色体连锁无脑回以及 X 染色体癫痫并伴随智力发
育障碍[27, 30, 40, 41]。目前为止，已发现有来自 97 个不同家族的成员携带有 44 种
不同的 ARX 基因突变。这些不同的突变包括剪切突变，无义突变，错义突变，
删除，插入和复制[42]。Arx 蛋白中同源结构域是 DNA 结合区域，这一区域保守
氨基酸的突变能够导致 X 染色体连锁癫痫，智力衰退等；2012 年 Golden 课题组
研究发现 Arx 蛋白同源结构域的突变不仅能够导致与 DNA 结合的活力丧失，同
时也能导致其转录抑制活性的丧失；这样为 ARX 基因突变导致的相关疾病的分
子机理的研究提供了新的视角[43]。位于 Arx 蛋白 N 端的保守的八肽结构域与转
录抑制活力有关，在与 GROUCHO/TLE1 辅抑制蛋白相互作用中发挥着重要作
用，其突变能够影响 Arx 蛋白的转录调控功能[44]。八肽结构域的缺失能够导致
大田原综合征无畸形的后果[45]。Arx 含有 4 个多聚丙氨酸结构，文献报道在 ARX
突变中有超过一半的案例是前两个多聚丙氨酸长度的扩增。现在没有文献报道第
三个和第四个多聚丙氨酸突变存在于 ARX 基因突变中[42, 46]。 
基因学研究表明许多基因在不同内分泌细胞系命运的决定中起着重要的作
用[47]。ARX 和 PAX4，这两个同源异型基因分别只在胰岛 α 细胞系和胰岛 β 细
胞系中表达。老鼠中缺乏 ARX，它的胰岛中 β 细胞和 δ 细胞增多，而 α 细胞减
少。在老鼠中缺乏 PAX4，其胰岛 α细胞数量增多，而胰岛 β细胞减少[48, 49]。功
能获得实验中表明 PAX4 或者 ARX 在胰岛 α细胞和胰岛 β细胞过表达，能够导
致细胞命运逆转[50]。胰岛 β细胞在细胞生长以及受损时能够保持血糖的平衡[51]。
在胰岛 β 细胞中 ARX 的甲基化区域与甲基结合蛋白 MeCP2 蛋白结合，能够抑
制 ARX，进而抑制胰岛 α细胞的形成[47]。 
在小鼠 E10.5–E12.5 天的时候，胚胎成肌细胞融合形成初级肌纤维，在小鼠
E14.5–E17.5 天的时候，胚胎成肌细胞分化形成二级肌纤维。有文献报道同源异
型基因 ARX 在胚胎肌肉分化中大量表达[31]。文献中通过 Real-time PCR 的方法
定量了在胚胎成肌细胞以及成鼠的成肌细胞中 Arx 蛋白的表达量，结果表明在
小鼠胚胎期的成肌细胞中 Arx 的表达量很高，随着发育的过程 Arx 的表达量逐



















因子缺乏的情况下，MYOGENIN 能够调控内源的 Arx 表达。在胚胎成肌细胞中，
Arx 蛋白和 Mef2C 蛋白大量表达占主要地位，Arx 蛋白能够结合 MyoD 及 Mef2C 
蛋白，促进 Myogenin 的表达；同时，Myogenin 通过正反馈通路调节来提高 Arx 
蛋白的表达[31]。 
 
1.3 Six1（Sine oculis homeobox1）蛋白 

















1.3.2 Six1 蛋白的结构 

















































图 3. Six 家族同源异型蛋白示意图 
Figure 3. Schematic representation of the Six family of Homeoproteins 
资料来源：Kimber ly L. Christensen et al., Advances in Cancer Research, 2008 
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